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学位論文内容の要旨
抗体は､抗原に対して特異的に結合する特性を有し､生体内における体液性免疫応答において中心的な役
割を果たす｡抗体産生システムでは,高親和性抗体を生み出すための多様化と選択が厳密に制御されている
ことから､極めて効率的な分子進化システムであるといえる｡このシステムをinvitroで再現することができ
れば､効率的な抗体取得システムを実現可能である｡以前に､培養中に抗体遺伝子への自発的な変異導入を
行う細胞株DT40に着目し､変異導入に必須なActivationinducedcytidinedeam inase(AID)の発現をCre/LoxPシ
ステムにより制御し､変異をoN/OFF制御可能な細胞株DT40-SW が樹立されたことで､新規抗体作製シス
テムの有用性が示された｡しかしながら､DT40-SW を利用した抗体作製システムの機能をより生体内の抗体
産生システムに近いものとし､効率的な抗体取得を実現するためには､さらなる高機能化が必要である｡
抗体遺伝子座への変異は､AID依存的にVregionや Cregion下流のスイッチ領域(Sregion)に対して特異的
に導入され､SHM､CSRを誘導する｡しかしながら､AIDによる変異導入の分子機構は未だに不明な点が多
い｡Serine/arginine-richsplicingfactorl(SRSFl)は､本来のSplicing活性の他に､ゲノムの不安定化を抑制する
ことが示唆されている｡ゲノムの不安定化は,変異導入と関連性があることから,SRSFlは､抗体遺伝子座
の変異導入機構に寄与している可能性がある.そこで本研究では､B細胞における抗体遺伝子座へのAID依
存的な変異導入機構の生物工学的応用として,DT40-SW を用いた抗体作製システムの高機能化､またその機
構におけるSplicingfactorSRSFlの寄与の解析を目的として研究を行ったo
DT40-SW を用いた新規抗体作製システムの高機能化を目的として､抗体遺伝子座へ変異導入を促進させ､
短期間の培養で抗体ライブラリを構築するために､変異導入に必須なAIDの生理活性の一つであるシャトリ
ング機能に注目した｡核外輸送シグナルPuclearexportsignal:NES)を欠損させた変異型AID(AlDAC)を発現制
御可能な細胞株DT40-SWACを樹立し､抗体軽鎖遺伝子への変異導入効率を3倍以上に増大させることに成
功した｡よって､AIDを核内に濃縮させる試みは､短期間の培養で抗体ライブラリを構築する有効な手段で
あることが示唆された｡
抗体遺伝子座への変異導入機構に対して SRSFlが寄与しているかどうか検討する過程において SRSFlの
発現をTetofsystemによりON/OFF制御可能なB細胞株DT40-ASFでは変真が大幅に抑制されていることを
確認し､その原因がsRSFlのspliceisofbrmであるSRSFl-3が発現していないためであることを突き止めた｡
SRSFl-3の発現によりDT40-ASFにおいて抗体遺伝子座への変異導入が回復し､sRSFl-3は､抗体遺伝子座
への変異導入に必須の因子であることが示唆された｡
これらより､本研究において,AIDの活性を変化させることで抗体遺伝子座への変異導入効率を促進させ
ることに成功し､培養 B細胞 DT40-SW を用いた抗体作製システムの機能向上に有効であることが示唆され
た｡また変異導入に必須な新規因子としてSRSFl-3を同定することに成功した.この発見は､抗体遺伝子座
への変異導入の分子機構の解明における重要な進歩である｡
論文審査結果の要旨
抗体を産生する免疫応答では､高親和性抗体を生み出すために､抗体遺伝子への高頻度変異導入と高
親和性変異体の選択が厳密に行われおり､極めて効率的な分子進化システムであるといえるOこのシス
テムをinvitroで再現することができれば､効率的な抗体取得が実現できる｡申請者の研究グループで
は培養中に抗体遺伝子へ変異導入を行うニワトリB細胞株DT40の細胞ライブラリー を用いる効率的な
invitro抗体作製システムを開発している｡申請者は､このDT40-SW を利用した抗体作製システムを更
に高機能化することを目指して､以下の2点について検討を行った｡
1) 変異導入効率の向上 :
抗体遺伝子座へ変異導入を促進し､短期間の培養で抗体ライブラリーを多様化するために､変異導入に
必須なAlDの核と細胞質間のシャトリング機能に注目した｡核外輸送シグナル(Nuclearexport
signal:NES)を欠損させた変異型AlD(AlDAC)を野生型AlDの代わりに発現させた細胞株DT40-SWACを
樹立し､抗体軽鎖遺伝子への変異導入効率を3倍以上に増大させることに成功した｡この変異株は効率
的に抗体を取得するために利用価値が高い｡
2) AIDによる変異導入を補助する必須の因子の同定と機能解析 :
抗体遺伝子座への変異は､activation-inducedcytidinedeaminase(AlD)依存的にV商域に特異的に導入され
るが､その分子機構は未だに不明な点が多い｡申請者は種々のDT40変異株での変異導入頻度を調査
する過程で､ splicingfactorであるSRSFlの発現をTetofsystemによりON/OFF制御可能にした変異
株DT40-ASFでは､AIDが発現しているにも関わらず､変異導入が見られないことを発見した｡その原
因を解析し,SRSFlのspliceisofbrmであるSRSFl-3がこの変異株では発現していないためであること
を突き止めた｡SRSFl-3の発現によりDT40-ASFにおいて抗体遺伝子座への変異導入が回復し､SRSFト3
は､抗体遺伝子座への変異導入に必須の因子であることが確認された｡この発見は､抗体遺伝子座への
変異導入の分子機構の解明における重要な進歩である｡
以上のように､申請者は基礎および応用の両面から抗体遺伝子への変異導入機構の制御について研究
し､優れた研究成果を上げているので､本論文は博士 (工学)の学位に十分値すると判定する｡
